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Abstract of DE1 0035953 

The invention relates to a method for producing magnetic Si02 particles, comprising the following steps: 
a) alkoxysilanes are dispersed in water, acid-catalytically hydrolyzed and condensed to form an Si02 
hydrosol; b) a magnetic particle-sol mixture is produced by adding magnetic particles, for example usual 
magnetic particles, magnetic colloids and/or ferrofluids to the Si02 hydrosol; c) dispersing the magnetic 
particle-sol mixture in an organic solvent which is immiscible with water; and d) adding a base to the 
magnetic particle-sol mixture during or after the dispersion in the organic solvent in order to form a gel. 
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(S) Spharische, magnetische Silica-Partikel mit einstellbarer Teilchen- und PorengroBe sowie einstellbarem 
Magnetgehalt fur die Aufreinigung von Nukleinsauren und anderen Biomolekulen 

® Spharische magnetische Silica-Partikel mit einer Teil- 
chengrofce von 0,5-2000 gm und einstellbarer Porengro- 
Be warden mit Hilfe eines Wasser-in-Ol-Dispersions-Ver- 
netzungsverfahrens von Silica-Sol en hergestellt. Durch 
Mischen der Silica-Sole mit organischen Polymeren las- 
sen sich Silica-Partikel mit veranderten physikalischen 
und chemischen Eigenschaften herstellen. Die Magnetp- 
artikel lassen sich zur Nukleinsau re Separation sowie zur 
Isoiierung von Biomolekulen einsetzen. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifFt magnetische Si- 
lica-Partikel mit einstellbarer Porcn- und TeilchengroBe so- 
wie adaptierbarem Magnetgehalt, ein Vbifahren zu deren 5 
Herstellung sowie die Vbrwendung der Magnetpartikei im 
Bereich der Nukleinsaure- und Biomolekul-Separation. 
[0002] Silicagele verschiedenster Provenienz sind scit 
langem als Chiomatographie Medien bekannt, ihr Einsatz 
speziell fur die Nukleinsaure-Aufreiiiigung wurde jedoch 10 
erst Anfang der 80er Jahre erkannt und in DE 3211 309 be- 
schrieben. Bei den doit aufgefuhrten Partikeln handelt es 
sich urn reine Silicagele, die ausschlieBlich in der Saulen- 
chromato graphic Verwendung finden. 

[0003] Silanisierte Eisenoxid Partikel fur die Immobilisie- 15 
rung von Enzymen sind aus der US-Patentschrift 4,152,210 
bekannt Ebenfalls zum Zwecke der Enzyminimmobilisie- 
rung sind in der US-Patentschrift 4,343,901 ferromagneti- 
sche Partikel, die durch eine Soi-Gel-Technik hergestellt 
weiden, beschrieben. 20 
[0004] In der PCT-Anmeldung EP 97/04828 werden 
50-1500 nm groBe monodisperse Magnetpartikei beschrie- 
ben, die aus einem S1O2 Kern bestehen, der durch Beschich- 
ten mit Eisenoxid magnetische Eigenschaften erhalt Durch 
anschliefiende Silanisierung der Eisenoxid- Schicht sind die 25 
Teilchen befahigt, Nukleinsauien zu binden. 
[0005] Magnetische Silica-Hybrid-Partikei, bestehend aus 
einem Polystyrol Kem, auf den Magnetit und anschlieBend 
eine Silica-Schicht aufpolymerisiert wild, sind aus 
PCT/US 95/12988 bekannt. Die Partikel werden fur die An- 30 
tikorper- und Zellseparation eingesetzt. 
[0006] Mit kolloidalem Si02 beschichtete Eisenoxid Par- 
tikel sind in der US-Patentschrift 4 7 280,918 offenbart 
[0007] V. Goetz et al» (Biotechn & Bioengineering, \fol. 
37, 614, 1991) beschreiben zur Enzymimmobilisierung be- 35 
fahigte 20-100 um groBe magnetische Silicagel-Partikel, 
die durch elektxostatische Beschichtung von Nickel- Pulvem 
mit Silica-Solen erzeugt werden. In ahnlicher Weise ist von 
A. M. Homola und M. R Lorenz (IEEE Transaction on Ma- 
gnetics, VoL 22, 716, 1986) ein elektrostatisches Beschich- 40 
ten von Silica-Partikein auf Fe203 Teilchen fur die Herstei- 
lung tnagnetischer Speichennedien beschrieben. 
[0008] Kolloidale Metallpartikel fur den Einsatz im Im- 
munoassay werden in der Anmeldung PCT/US 97/03886 
beschrieben. 45 
[0009] Aus der US-Patentschrift 5,320,944 sind 0,2-3 um 
grofie Magnetpartikei bekannt, die durch Beschichten eines 
Polymerpartikeis mit Eisenoxiden magnetische Eigenschaf- 
ten erhalten. Durch weitere Beschichtung der Partikel mit 
Silanen, Nylon oder Polystyrol konnen anschlieBend Anti- 50 
korper fur den Einsatz im Immunoassay an die Partikel ge- 
koppelt werden. Die Herstellung eines optischen Sensors in 
Form von Glas- oder transparenten Polymertragem, auf de- 
nen Edelmetall-Kolloide zur Verbesserung der Effektormo- 
lekiilanbindung fur den Einsatz im Immunoassay aufge- 55 
bracht sind, gchen aus der PCT Anmeldung AT 98/00222 
hervor. 

[0010] Die Synthese von Kieselgelen fiir die Gelpermeati- 
onschromatographie, die mittels Cer(IV)-Initiierung mit Vi- 
nylmonomeren gepfropft werden, um die unspezifische Pro- 60 
teinadsorption zu unterdrucken, ist aus PCT/EP 94/01378 
bekannt. 

[00U] Qrganosilanisierte kolloidale Silicagel-Partikel als 
biologische Separationsmedicn sind in den US-Patentschrif- 
ten 4,927,749 und 4,927,750 sowie der PCT Anmeldung 65 
US 99/00403 offenbart, wobei die Stability der KoUoide 
und Art und Weise der Silanisierung im Vordergrund stehen. 
[0012] Magnetpartikei, die ein magnctisches Kernmate- 
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rial enthalten und mit einem anorganischen Oxid beschich- 

tet sind, weiden in EP 0343 934 offenbarL 

[0013] Polymerpartikel, die mit einer weiteren, ein ma- 

gnetisches Material enthaltenden Polymerschicht beschich- 

tet sind, auf der ein dritter zur Interaktion mit Biomolekulen 

befahigter Polymeruberzug aufgetragen ist, sind in der PCT 

Anmeldung FR 97/00912 beschrieben. 

[0014] 10-60 um groBe Periglanzfarbpigmente, die mit 

Magnetit ummantelt und zur TVennung von biologischen 

Gemischen vorgesehen sind, gehen aus der PCT Anmeldung 

DE 97/01300 hervor. 

[0015] Magnetische Hybridpartikel, die aus einem Poly- 
merkern bestehen, die zunachst mit einem Ferrofluid be- 
schichtet und anschlieBend mit einem funktionellen Poly- 
acrylat beschichtet werden, sind Gegenstand der US-Patent- 
schrift 5,648,124; 

[0016] Die aus dem Stand der Technik bekannten Partikel 
weisen in bezug auf die Abtrennung von Nukleinsauren ei- 
nige Nachteile auf zum einen sind eine Reihe von Tragerme- 
dien nicht magnetisch (US 4,927,750; DE 32 11 309; 
PCT/US 99/00403; PCT/EP 94/01378), so daB eine rasche 
Abtrennung der Partikel, wie heute bei Routineanalysen ge- 
foidert, nicht moglich ist, cL h., man ist auf saulenchromato- 
graphische Verfahren angewiesen, zum anderen weisen Ma- 
gnetpartikei auf Silica- oder Polystyrol-Basis, die mit einem 
magnetischen Oxid beschichtet sind, eine hohe spezifische 
Dichte auf (PCT/EP 97/04828, US 4,152,210, EP 3211309, 
5,320,944). Daraus resultiert eine unzureichende Disper- 
gierbarkeit, die zum schnellen Absetzen der Teilchen fuhrt. 
Der Einsatz dieser Teilchen in einem Immuno- oder Nukle- 
insaureassays, der vorwiegend in Suspension diirchgefiihrt 
wind, ist dadurch nachhaltig beeintrachtigt, man ist daher 
auf eine zusatzliche mechanische Durchmischung angewie- 
sen. Der entscheidende Nachteil der beschichteten Partikel 
besteht jedoch darin, daB die MetaLLoxidc sowohl als Kern- 
material als auch als Beschichtungsmaterial trotz der an- 
schlieBenden Silanisierung direkt mit der Analysenlosung in 
Kontakt kommen konnen. Dies stellt ein gravierendes Pro- 
blem bei der Nukleinsaure- Analytik z. B. im Rah men der 
Polymerase-Ketten-Rcaktion ("PCR") dar, da die bei der 
PCR benutzten Polymerasen im Kontakt mit Eisenverbin- 
dungen desaktiviert werden konnen. Bei den aus dem Stand 
der Technik bekannten Magnetpartikeln sind daruber hinaus 
keine besonderen verfahrenstechnischen MaBnahmen ange- 
geben, die zu einer gezielten PorengroBeneinstellung fuh- 
ren, ein Parameter, der entscheidenden EinfluB auf die Effi- 
zienz der Nukleinsaureaufreinigung hat. Die aus dem Stand 
der Technik bekannten Verfahren zur Herstellung der Ma- 
gnetpartikei sind grundsatzlich sehr aufwendig und bedur- 
fen eines mehrstundigen Herstellungsprozesses. 
[0017] Die vorliegende Erfindung hat sich zur Aufgabe 
gestellt, die Nachteile der bekannten Silica-Separationsme- 
dien zu umgehen und Verfahren zur Herstellung tnagne- 
tischer Partikel auf Silica-Basis zu ermttglichen, die die bis- 
herigen arbeits- und zeitaufwendigen Beschichtungstechni- 
ken ganzlich umgehen und dazu in der Lage sind, Tbilchen- 
und PorengroBen sowie den Magnetanteii in gezielter Weise 
so einzustellen, daB die Trennmedien effizienter fur die Bio- 
molekul- oder Nukleinsaureisolierung eingesetzt werden 
konnen. 

[0018] Ausgangspunkt der Erfindung sind Prapolymere in 
Form von Silica- Hydrosolen, die mit magnetischen Kolloi- 
den oder Magnetpartikeln vermischt werden und anschlie- 
Bend in heterogener Phase zu spharischen Polymerpartikeln 
polykondensiert werden. 

[0019] Die Herstellung der Silica-Sole geschieht nach den 
bekannten Sol-Gel- Verfahren durch Hydrolyse von Alkoxy- 
silanen mit Hilfe verdiinnter Mineralsauren oder Sauren auf 
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organischer Basis. Als Minerals amen kommen Salzsaure 
odcr Carbonsauren wic Essigsaure, Ameisensaure oder Pro- 
pionsaure zum Einsatz. 

[0020] Zur Gewinnung der Silica-Sole werden die Alk- 
oxysilane in Wasser dispergiert und durch Sanrezugabe hy- 
drolysiert Als Alkoxysilane konnen Kieselsaureorthoester 
aliphatischer Alkohole eingesetzt werden, wobei bevorzugt 
Methyl-, Athyl- oder Propylester einzeln oder als Mischun- 
gen zum Einsatz kommen. In der Folge findet eine Konden- 
sation zu niederpolymeren SiOz-Hydrosolen statt, die nach 
und nach durch weitere Polykondensation zu mehr oder we- 
niger viskosen Solen bzw. Gelen fuhren. Dieser Sol-Gel- 
ProzeB wird in der Regel bei tieferen Tfemperaniren, vor- 
zugsweise unter Eiskiihlung, durchgefuhrt Urn die hetero- 
gene Silan-Wasser-Phase besser zu durchmischen, wird die 
Reaktion in einem Uitraschallbad oder unter Zuhilfenahme 
einer ULtraschallsonotrode durchgefuhrt Je nach Zusam- 
mensetzung reichen Beschallungszeiten von 5 bis 30 Minu- 
ten aus, wobei die Beschallungszeiten allgemein mit zuneh- 
mender Saurekonzentration abnehmen. Die vorzugsweise 
eingesetzten Mineralsauren weisen durchweg eine Konzen- 
tration von 0,02 bis 1 Mol/Liter auf, wobei der \fclumenan- 
teil der Sauren im Ansatz 15-35%, vorzugsweise 20-28%, 
betragt Die Monocarbonsauren werden als reine Sauren 
eingesetzt; ihr Voiumenanteil betragt 15-30%. 
[0021] Die Stoichiometric des Gels wird entscheidend von 
der Art und Weise der Hydrolyse und Polykondensation be- 
stimmL So fiihrt die Saurekatalyse im aUgemeinen zu hohe- 
ren Hydrolyseraten unter verlangsamter Polykondensation, 
wahrend umgekehit die Zugabe von Basen die Polykonden- 
sation fordert 

[0022] Wie aus dem Stand der Technik allgemein bekannt 
ist, wird die Spezifitat der Nukleinsaure-Aufreinigung ent- 
scheidend durch die Porenstruktur bestimmt, derart, daJ3 Nu- 
kleinsauremolekule mit einer Motmasse >50 kDa vorzugs- 
weise auf Separationstragem mit einer PorengroBe von 
>30 nm aufgetiennt werden, wahrend fur Nukleinsauren 
<50 kDa Trager mit einer Porenweite von 5—30 nm beson- 
ders geeignet sincL 

[0023] Beide zum Sol fuhrenden Rcaktionsmechanismen 
Hydrolyse und Polykondensation konnen dazu benutzt wer- 
den, die Porenstruktur der Gele gezielt zu verandern bzw. 
einzustellen. Dies LaBt sich konkret dadurch erreichen, daB 
die Sol-Phase in Gegenwart einer definierten Saurekonzen- 
tration hergestellt wird. Unter sonst gleichen Testbedingun- 
gen fuhren Saurekonzentrationen von >0, 15 Mol/Liter in 
der Regel zu Porenweiten von >30 nm, wohingegen eine 
Verringerung der Saurekonzentration auf <0, 15 Mol/Liter 
mit einer Reduktion der PorengroBe unterhalb 30 nm ein- 
hergeht Die erwahnten Parametereinstellungen sind grund- 
satzlich mit den jeweiligen Bedingungen der nachfoigenden 
basenkatalysierten Polykondensation verknupft So lassen 
sich in der Regel die oben aufgefuhrten Porendimensionen 
durchweg unter Zugabe einer 1— 3%igen Ammoniak-Losun- 
gen realisieren. Die Verwendung hoherkonzentrierter Basen 
(6-25%) fiihrt demgegenuber unter sonst gleichen Saure- 
konzentrations verhaltnis sen zu Porendurchmessem von 
<30 nm. 

[0024] Neben der Hydrolyse und Polykondensation als 
s trukt urb estimmeode Faktoren, konnte uberraschender- 
weise auch gezeigt werden, daB unter Nutzung beider Reak- 
tionsmechanismen die Viskositat der Sol-Phase zur Einstel- 
lung der TeilchengrdBen herangezogen werden kann. Die 
Viskositat der Sole leitet sich unmitteibar aus der spezifi- 
schen Reaktionsweise der Sol-Gel-B ildung wahrend des Al- 
terungsprozesses ab. Im Verlaufe dieses Prozesses tritt unter 
A usb ildung von Oxo-Brucken Wasser und Alkohol aus dem 
Sol aus, der von einer parallelen Viskosi tatserhohung be- 
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gleitet ist Dieser Anstieg der Viskositat fiihrt unter sonst 
gleichen Verfahrensbeoingungen (Ruhrgeschwindigkeit, 
chemische Zusammensetzung) zu einer PartikelvergroBe- 
rung. So werden allgemein Teilchen mit einer GroBe von 
5 < 100 urn vorwiegend bei einer Viskositat des Sols von 
<40 cp und Teilchen >200 um aus Solen mit einer Viskosita- 
ten von >40 cp gebildet. 

[0025] Durch die Zusammensetzung des erfindungsgema- 
Ben Silan-Ansarzes werden nicht nur die morphologischen 
10 Anforderungen an die Separalionsmedien ertullt, es werden 
auch uberraschenderweise die Voraussetzungen fur die Her- 
steliung spharischer magnetischer Silica-Partikei geschaf- 
fen. Diese sind: 

15 a) Mischbarkeit der Sole mit waBrigen Magnetkolloi- 
den oder Magnetpartikel-Suspensionen 
b) Ausbildung detlnierter Polymertropfchen beim Di- 
spergieren in geeigneten organischen Losungsmitteln . 

20 [0026] Sob aid im ersten Herstellungsschritt die S Han-Sus- 
pension durch Hydrolyse homogenisiert ist, kann das Sol fur 
die weitere Partikel-Herstellung verwendet werden. En so- 
fortiger Einsatz der Sole ist jedoch nicht unbedingt notwen- 
dig, da die Sole, je nach Saurekonzentration und Sol- Ansatz, 

25 uber mehrere Tage hinweg eine fluide Konsistenz beibehal- 
ten und sich noch nach Tagen verarbeiten lassen. 
[0027] Im zweiten Verfahrensschritt erfolgt die Zumi- 
schung eines magnetischen Kolloids oder Ferrofluids zu 
dem SoL "Kolloide" bzw. "Ferrofluide" umfassen definiti- 

30 onsgemaB alle magnetischen Nanopartikel, die entweder un- 
ter oder ohne Zugabe eines Stabilisators, Tensids oder 
Emulgators eine stabile waBrig-kolloidale Dispersion bil- 
den. 

[0028] Als magnetise he Nanopartikel kommen Magnetit 
35 sowie Ubergangsmetalloxide, Ferrite oder sonstige nanopar- 
tikularen Verbindungen in Frage, die entweder ferro-, fern- 
oder superparamagnetischer Natur sind. Die Herstellung 
solcher Kolloide bzw. Ferrofluide sind mannigfaltig be- 
schrieben in: US 4,628,037; Br. 1439 031; EP 0275 285; 
40 US 3,917,538; US 4,827,945; US 4,329,241. 

[0029] Hauptkriterium fur die Auswahl geeigneter Kol- 
loide bzw. Ferrofluide stellt ihre Kompatibilitat mit dem Si- 
lica-Sol dar, d. h., das Kolloid darf im Kontakt mit der Sol- 
Phase nicht ausflocken oder agglomerieren. Ferrofluide, die 
45 eine homogene Dispersion mit den Solen eingehen, sind sol- 
che, die entweder geladene Tenside z. B. in Form aroma ti- 
scher oder aliphatische Sulfonsaurederivate oder aliphati- 
sche Carbonsauren enthalten. Solche Ruide sind auch kom- 
merziell eihaltlich. 
50 [0030] Altemativ Lassen sich auch magnetise he Kolloide 
ohne Zusatz von Tensiden, Emulgatoren oder sonstigen 
oberflachenaktiven Substanzen herstellen. Dazu werden die 
bekannten Fallungsverfahien aus Eisen(H)- und Eisen (111)- 
Salzlosungen, wie u. a. von Khalafalla und Reimers (Br. Pa- 
ss tent, 1 439 031), Shinkai et aL (Biocatalysis, \6l 5, 61, 
1991) oder Kondo eL al. (AppL MicrobioL Biotechn., Vol. 
41, 99, 1994) beschrieben, verwendet. Entscheidend bei der 
Synthese dieser Kolloide ist die sorgfaltige Entfemung der 
Fremdionen entweder mittels der Magnetopherese oder 
60 durch Dialyse. Bei der Magnetopherese wird das Rohpro- 
dukt durch eine mit Stahlwolle dichtgepackte chromatogra- 
phische Saule (bevorzugter Durchmesser 0,4-10 mm), die 
sich zwischen den Polen eines starken Permanent- oder 
Elektromagneten befindet, hindurch geleiteL Aufgrund des 
65 dadurch erzeugten Hcchgradientenmagnetfeldes lauft die 
uberschiis sige Salzlosung durch die Saule ungehindert 
durch, wahrend das Kolloid bzw. Ferroikrid retendiert wird. 
Durch mehrmaliges Waschen des retendierten Kolloids kon- 
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nen restliche Salze weitgehend entferat werden. Nach Her- 
ausnahme der Saule aus dem Magnetfeid bzw. Abschalten 
des Magnetfeldes kann das Kolloid dann durch einfache 
Elution wiedergewonnen werden. 

[0031] AuBer der Verwendung dear obigen KoUoide bzw. 5 
Ferrofluide sind grundsatzlich auch solche Magnetpartikel 
zur Einkapselung verwendbar, die uber eine feste Polymer- 
hiille z, B. in Form von Polyvinylacetat, Polyvinylalkohol, 
Dextran, Polyacrolein, Polystyrol, Albumin oder Alginat 
verfiigen. Solche Magnetpartikel, die im allgemeinen eine 10 
TeilchengroBe von 0,05 bis 3 um aufweisen und im Bereich 
der Biomolekul-Aurreinigung eingesetzt werden, sind aus 
dem Stand der Tbchnik bekannt: PCT/EP96/02398; 3. Appl. 
Polymer Sci., VoL 50, 765, 1993; AnaL Biochem., Vol, 128, 
342, 1983; US 4,654,267; J. Cell Sci., VoL 56, 157, 1982; is 
Proc. Natl. Acad. Sci., Vol. 78, 579, 1981; DE35 08 000. 
Magnetpartikel dieser Art werden auch konimerziell u. a. 
unter der Bezeichnung Dynabeads, BioMag, Estapor, M- 
PVA, AGOWA, BioBeads oder SPHERO angeboten, wobei 
es sich z. T. urn eingetragene Warenzeichen handelt. 20 
[0032] Diese Magnetpartikel werden in analoger Weise 
wie die KoUoide bzw. Ferrofluide zur Herstellung der erfin- 
dungsgemaBen Silica Partikel eingesetzt. 
[0033] Die Magnet-Kolloid-Sol-Mischung wird im nach- 
folgenden Schritt in einem organischen Losungsmittel unter 25 
Riihren dispergiert Als Dispergiermittel sind solche Lo- 
sungsmittel geeignet, die mit Wasser nicht-mischbar sind 
und entweder Emulsionen oder Dispersionen bilden. Es hat 
sich uberraschenderweise herausgestellt, da/3 vor allem sol- 
che organi schen Losungsmittel zu einer stabilen Dispersion 30 
fuhren, die einen Verteilungskoeffizienten von >2 aufwei- 
sen. Gemafi C. Laane et al. (in "Biocatalysis in Organic Me- 
dia", Laane et al. Hrsg., Elsevier, Amsterdam, pp 65, 1987) 
wird damit der Logarithmus des Verteilungskoeffizienten in 
einem Standard Octanol-Wasser-Zweiphasensystem defi- 35 
niert. Losemittel, die diese Eigenschaften erfullen, sind z. B. 
Chloroform, Irichlorethylen, 1.1.1-Trichlorathan, Hex an, 
Petrolather, Toluol; Tbtrachlorkohlenstoff, Heptan, Octan. 
Auch Mischungen der obigen Losungsmittel, die eine 
Dictate von ca. 1 g/cm 3 aufweisen, eignen sich gut zum Di- 40 
spergieren. 

[0034] Die Herstellung der Magnetpartikel ist grundsatz- 
lich mit den oben angegebenen reinen Losungsmitteln mog- 
lich. In bezug auf eine engere GroBenverteilung der Partikel 
und auf ein bes seres Dispergierverhalten konnte iiberra- 45 
schenderweise gezeigt werden, daB der organischen Phase 
ein oder zwei Emulgatoren bzw. Tenside zugesetzt werden 
konnen. Zusatze dieser Art sind z, B.: Polyglycerinester, Po- 
ly athylenglykol-C astorol-Deri vate, Poly oxy athylen-Sorbi- 
tan-Fettsaureester, Alkylphenylpolyathylenglykol-Derivate, 50 
B lockcopoly mere aus Rizinusol-Derivaten, Propylenoxid- 
Athylenoxid-Blockcopolymere, modifizierte Polyester, Po- 
lyamylenglykol-Atherderivate, Polyoxypropylen-Athylen- 
diarnin-Blockcopolymere Sorbitan-Fettsaureester, Poly- 
athylenglykole, Poiyoxyathylen-, Polyoxyathylen-Alkohol- 55 
Derivate, Polyhydroxyfettsaure-Polyathylenglykol-Block- 
copolymere, Substanzen dieser Art sind im Handel u. a. un- 
ter der Handeisbezeichnung: Hypermer®, Renex®, Estol®, 
Pluronic® Eumuigin®, Tbtronic® Triton®, Brij®, Lame- 
form®, Pripol®, Arlacel®, Prisorine®, Span®, Tween®, Dehy- 60 
muls® oder Synperonic® bekannt 

[0035] Die fur die Herstellung der Magnetpartikel rele- 
vanten Emulgatorkonzentrationen liegen zwischen 0,1 und 
15%, vorzugs weise zwischen 0,5 und 6 Vol- bzw. Gew.-%. 
[0036] Zum Dispergieren lassen sich zwar grundsatzlich 65 
auch herkornmliche Pflanzenole sowie Mischungen von 
Pfl. anzenolen mit den organischen Losungsmitteln verwen- 
den, es hat sich jedoch gezeigt, daB die Verwendung organi- 



scher Losungsmittel gegenuber den Olen einige Vbrteile 
aufweisen. Diese liegen in der niedrigen Viskositat der orga- 
nischen Verbindungen gegenuber dem Ol begrundet Die 
niedrige Viskositat ermoglicht die Abtrennung der sy ntheu- 
sierten Magnetpartikel aus dem Reaktionsgemisch inner- 
halb weniger Sekunden mit Hilfe eines handelsiiblichen 
Handmagneten. Dieser Abtrennschritt erfordert bei der Ver- 
wendung von Pflanzenolen dagegen bis zu einigen Stunden, 
gefolgt von umfangreichen Waschprozessen mit organi- 
schen Losungsmitteln, die notwendig sind, urn das Restol 
von den Magnetpartikel zu entfernen. Beim vorliegenden 
Verfahren dagegen konnen die verwendeten Losemittel in 
einf acher Weise durch Redestillation wiedergewonnen wer- 
den. Die Volumenverhaltnisse organische Phase zu Hydro- 
sol betragen in der Regel 8 : 1 bis 30 : 1 sowie 2 : 1 bis 4 : 1 
in bezug auf das Volumenverhaltnis Sol zu Magnet Kolloid. 
Der Gewichtsanteil des magnetischen Festkorpers im Sol- 
Ansatz liegt zwischen 10—55%. Die Moglichkeit der einfa- 
chen und gezielten Einstellung des Magnetanteils durch bio- 
Bes Zumischen des Magnet-Kolloids, die dieses Verfahren 
gegenuber dem Stand der Technik auszeichnet, erofrnet ein 
breites Anwendungsspektrum, das fiber die bloBe Auftren- 
nung von Biomoiekulen und Nukleinsauren oder die Bio- 
moiekulanalyse, wie in PCT/EP 97/04828; DE 32 11 309; 
US 5,320,944; US 4,927,749; US 4,927,750; 

PCT/US 99/00403, PCTYFR 97/00912 beschrieben, weit 
hinausgehL Dies betriffl z. B. den Einsatz der Magnetparti- 
kel als Biokatalysatoren in biotechnologischen Fermentati- 
onsprozessen, als Protein Einkapselungsmatrix, als "Sti- 
muli-Response"-Gels oder als Adsorber in der Hamoperfu- 
sion. Diese zusatzlichen Anwendungen ergeben sich da- 
durch, daB mit Hilfe der erfindungsgemaBen Verfahren und 
Produkte Biomolekule wie Enzyme oder Proteine sowohl in 
die Sol-Gel-Matrix durch einfaches Zumischen zu dem Sol- 
Ansatz eingekapselt als auch uber aktive Gruppen, wie un- 
ten noch erlautert wird, an den Silica-Trager kovalent ge- 
koppelt werden konnen. 

[0037] Zur Fixierung der magnetischen Silica-Dispersion 
zu definierten Magnetpartikeln wird im letzten Verfahren s- 
schritt wahrend des Durchmischungsvorgangs eine Base zu- 
gesetzt. Diese Basenzugabe ruhrt innerhalb von Sekunden 
zu einem festen Gelbildung des Polymextropfchens. Der 
Gelbildungsprozeft ist dabei um so kiirzer, je hoher die ge- 
wanlte Basenkonzentration ist. Vorzugsweise wird als Base 
Ammoniak verwendet, andere Basen, wie z. B. NaOH, kon- 
nen grundsatzlich auch eingesetzt werden. Die Natronlauge 
wird in der Regel als 0,05 bis 0,1 molare Losung, Ammo- 
niak durchweg in Form einer 1 bis 12%igen waBrigen Lo- 
sung verwendet. Die Volumenverhaltnisse Base zu Sol lie- 
gen iibiicherweise bei 1 : 2 bis 1 : 4. 

[0038] Da die Gelierungsreaktion sehr rasch ablauft, er- 
fordert der HerstellungsprozeB fur die Basispartikel ein- 
schlieBlich der Synthese des Sols und des Ferrofluids bzw. 
Kolloids einen Zeitaufwand von weniger als einer Stunde. 
Das bedeutet gegenuber alien herkommlichen \erfahren 
eine Zeitersparnis von 60 bis 90%. 

[0039] Zum Durchmischen des Sol-Losemittel-Ansatzes 
gibt es keinerlei besondere Beschrankungen; es konnen 
grundsatzlich die gangigen Riihrgerate verwendet werden. 
Fur die Herstellung besonders f einer Partikel-Fraktionen 
(<10 um) sind handelsiibliche Dispergierwerkzeuge, die 
nach dem Rotor-Stator-Prinzip arbeiten (z, B. Ultra-Tur- 
rax®), mit einer Umdrehungsleistung bis zu 20.000 U/min 
erforderlich. Zwischen Ruhrgeschwindigkeit und Teilchen- 
groBe besteht eine umgekehrte Proportion alitat dergestalt, 
daB TbilchengroBen zwischen 20 und 500 um allgemein 
durch Ruhrgeschwindigkeiten im Bereich von 
800- 1800 U/min erzeugt werden und Teilchen im Bereich 
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von 0,5-10 um Ruhrgeschwindigkeiten von 
5000-20.000 U/min erforderm Der Ruhrvorgang dauert in 
der Regel 2 bis 5 Sekunden. Die erzeugten Magnetpartikel 
konnen sodann mit Hilfe eines Handmagneten aus der Sus- 
pension abgetrennt werden. Diesem ProzeB schlieBen sich 5 
mehiere Waschungen mit Alkohol und Wasser an. Die erhal- 
tenen Magnettrager werden iiblicherweise in Wasser aufbe- 
wahrt Danach konnen die gewonnenen Silica-Partikel di- 
rekt zur Aufreinigung von Nukleinsauren oder Proteinen ge- 
mafi den bekannten Methoden genutzt werden. 10 
[0040] Fur die Separation von Nukleinsauren haben sich 
in der Praxis nicht nur Tragerrnedien auf reiner Silica-Basis 
als niitzlich erwiesen, es ist auch bekannt, dafi insbesondeie 
Medien mit kationischen Gruppen (Anionenaustauscher) fiir 
die Nukleinsaure Auftrennung hervorragend geeignet sind. L5 
Trager solcher Art sind aus DE 32 11 309 und DE 37 17 209 
bekannt Dieser Tragertyp laBt sich durch chemische Umset- 
zung der Silica-Partikel mit Epoxy-substituierten Alkoxysi- 
lan wie z. B. 3-Glycidyioxyr^opyltrimethoxysilan oder 3- 
Giycidyloxypropylrnethyldiathoxysilan und anschliefiende 20 
nukleophile Offnung des Oxiraiiringes mittels tertiarer oder 
sekundarer Alkylamine herstellen. Auch die Synth ese stark 
und schwach saurer Ionenaustauscher sowie von Metallche- 
lat-Tragem ist durch Umsetzung der beschriebenen Epoxy- 
substituierten Silica-Partikel mit Hilfe von Carbonsauren, 25 
Sulfiten, Thiosulfaten bzw. Arnino-substituierten Carbon- 
sauren, z. B. Nitrilotriessigsaure oder Iminodiessigsaure, 
moglich. 

[0041] Die chemische Modifizierung der Silica-Partikel 
bleibt nicht auf die Herstellung von Tonenaustauschem be- 30 
schrankt. In einer besonderen Ausfuhrungsform konnen die 
Si02-Trager mit substituierten Alkylalkoxysilanen der all- 
gemeinen Formel X-(CH 2 ) n -Si-(OR)3, wobei X ein Halo- 
gen, Cyano-, NH 2 - oder Mercapto-Rest, n = 1-6, vorzugs- 
weise 3, R ein Alkyl-, Trialkysilyl-Rest oder H bedeuten, 35 
umgesetzt werden. An die so modifizierten Trager lassen 
sich fur die Separation gemaB dem Afnmtatsprinzip oder fur- 
den Einsatz als Biokatalysatoren liganden in Form von 
Peptiden, Proteinen oder Enzymen kovalent koppeln. Hier- 
rur bieten sich mehrere Moglichkeiten an: 40 

1. Protein- und andere Liganden konnen durch einfa- 
che Inkubation mit den Halogen-subsutuierten Tragem 
direkt gekoppelt werden. 

2. Protein-Liganden lassen sich unter Verwendung von 45 
Dialdehyden mit den Aminogruppen- substituierten 
Magnetpartikel kovalent binden. 

3. Amino-substituierte Silica-Trager werden zunachst 
unter Verwendung von Succinanhydrid umgesetzt und 
die gebildeten Carboxylgruppen anschliefiend z. B. mit 30 
Carbodiimiden aktiviert. An die aktivierten Gruppen 
konnen Protein-Liganden direkt gekoppelt werden. 

4. Bindung von Protein- und anderer Liganden iiber 
die Oxiran-Gruppe der oben beschriebenen Epoxy- 
substituierten Silica-Partikel. 55 



[0042] In analoger Weise wie die Pro lei ne lassen sich auch 
Amino- ftinktionalisierte Nukleinsauren jedweder Art mit 
Hilfe der beschriebenen Methoden an den Silica-Trager 
koppeln. 

[0043] Ohne auf weitere detaillierte Ausfuhrungen diese 
Kopplungen und Modifikationen betrefrend einzugehen, die 
ll a. in "Scientific and Clinical Applications of Magnetic 
Carriers", Hafeli et aL (Hrsg.), Plenum Press, New York, 
1997, und L. C. Shriver-Lake in "Immobilized Biomolecu- 
les in Analysis", T. Cass und E S. ligler Hrsg., Oxford Uni- 
versity Press, 1998, beschrieben sind, wild davon ausgegan- 
gen, dafi ein Fachmann auf diesem Gcbiet die speziellen Re- 



aktions methoden hinreichend kennt und daher die Beschrei- 
bung grundsatzlich nutzen kann. Die beschriebenen Ausfuh- 
rungsfarmen sind daher in keiner Weise als lirnitierende Of- 
fenbarungen aufzufassen. 

[0044] Neben der Moglichkeit, Magnetpartikel aus reinem 
Silicagel herzustellen, konnte uberraschenderweise gezeigt 
werden, daB sich die Magnetpartikel auch durch Mischen 
von Silica-Solen mit synthetischen, halbsynthetischen oder 
naturlichen organise hen Polymeren herstellen lassen. In be- 
zug auf die veranderte Morphologie und das chemische Re- 
aktionsverhalten gegenuber den reineo Silicagelen ergibt 
sich ein modifiziertes Eigenschaftsspektrum, das eine Er- 
weiterung des Apphkationsrahmens eroffhet Dies bezieht 
sich im besonderen auf die Anwendung im Bereich der Auf- 
reinigung hcrchmolekularer Nukleinsauren sowie die Ab- 
trennung von Proteinen. Durch die Polymermischung ge- 
langt man zu Hybridpolymeren, die partiell sowohl die che- 
misch-physikalischen Eigenschaften der organischen Poly- 
mere als auch die der Silicagele in sich vereinen. Konkret 
sind diesbeziiglich das Adsorptionsverhalten der Hybridpar- 
tikel gegenuber Proteinen, die mechanische Festigkeit sowie 
die BasenstabLtitat zu nennen. 

[0045] Als Mischpoiymere kommen weitgehend solche 
Polymere in Frage, die wasserloslich und mit den Silica-So- 
len kompatibel sind, d. h. homogene Mischungen ahne Pha- 
sentrennung bilden konnen. Die erfindungsgemaBen Pro- 
dukte und dercn gezielte Anwendung in ausgewahiten bio- 
chemischen und biotechnologischen Bereichen betreffend, 
sind solche Polymere bevorzugt, die sowohl eine gezielte 
Modifikation der morphologischen Struktur im Hinblick auf 
eine Oberflachenvergrofierung als auch im Hinblick auf die 
Porenstruktur ermoglichen. 

[0046] Polymere, die als Zusatze bevorzugt in Frage kom- 
men, sind z. B. Polyvinylalkohol, Polyacrylsaure, Poiyami- 
nosauren, Polysaccharide, Proteine oder Polyvinylpyrroli- 
don. ErtmdungsgemaB gelangen iiblicherweise 0,5-5% 
wasserige Polymerlosungen zum Einsatz, die vor dem Dis- 
pergierprozeB mit den Silica-Solen vermischt werden. Der 
Volumenanteil der organischen Polymerlosungen in der Sol- 
phase liegt zwischen 5 und 25%. Ublicherweise werden Po- 
lymere mit einer Molmasse von 15.000 bis 250.0000 einge- 
setzt 

[0047] Die Verwendung der vorwiegend sehr hydrophQen 
Polymeren bietet auch im Hinblick auf die Abtrennung von 
Proteinen die Moglichkeit, das bei reinen Kieselgelen stark 
ausgepragte unspezifische Adsorptionsverhalten weitge- 
hend zu unterdrucken. 

[0048] Der Zusatz der organischen Polymeren zum Sol- 
Ansatz andert an der oben beschriebenen \ferfahiensweise 
zur Herstellung reiner Silica-Partikel grundsatzlich nichts. 
[0049] In den nachfolgenden Beispielen werden die erfin- 
dungsgemafien Verfahren und Produkte naher beschrieben, 
ohne diese zu begrenzen. 

Beispiel 1 



[0050] Eine Mischung aus 55 ml Tetraathoxylsilan und 
15 ml 0,05 M HQ werden in einem Ultraschallbad fur 
25 min. unter Eiskiihlung beschallt 20 ml des Silica-Sols, 

60 das bei 20°C eine Viskositat von 36 cp aufweist, werden mit 
5 ml eines Magnet-Kolloides, das gemaB der Vorschrift von 
Strinkai et aL (Biocatalysis, \bL 5, 61, 1991) durch Oxida- 
tion einer 0,6 molaren Eisen(II)salz-Losung unter 'Verwen- 
dung von 0,3 M Na-Nitrit hergestellt wurde, vermischt. Die 

65 erhaltene Suspension wirdin 280 ml 1 .1 .1-lrichlorethan, in 
denen 0,5 VoL-% Tween 80 und 0,8 VoL-% Prisorine geiost 
sind, eingetragen. Der Ansatz wind unter Ruhren 
(1800 U/min) einige Sekunden dispergiert; es werden an- 
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schlieGend 10 ml l%ige Ammoniak-Losung zugefugt; die 
Dispersion wird nodi 3 Sek. wdtergeriihrt Nach 5 Minuten 
werden die Magnetpartikel mittels Handmagnet aus der Sus- 
pension abgetrennt und je dreimal mit ca. 50 ml Ethanol und 
Was sex nachgewaschen. Es werden Magnetpartikel mit ei- 5 
ner TeilchengroBe von 20-60 um gewonnen. Nach 12-stiin- 
diger Inkubation in Wasser werden die Partikel nochmals 
mehrf ach mit Wasser gewaschen und anschlieBend mehrere 
Stunden im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Die Partikel weisen eine mittlere PorengroBe von 24 nm auf . 10 
Die gewonnen Magnetpartikel konnen nach den bekannten 
Methoden zur Aufreinigung von Nukleinsauren verwendet 
werden. 

Beispiel 2 15 

[0051] Eine Mischung bestehend aus 25 ml des gemaB 
Beispiel 1 hergestellten Sols und 8 ml eines Magnetit-Kol- 
loids, das entsprechend der Vorschrift von Khalafalla und 
Reimers CBr-Pat 1 439 031) aus einer Eisen(m)-/Ei- 20 
sen(II)salz-L6sung (Molverhaltnis 2 : 1) durch Ammoniak- 
Fallung gewonnen wurde, werden in 300 ml Toluol, in de- 
nen je 2 VoL-% Pripoi 1009 und Tween 20 gelost sind, mit 
Hilfe eines Ultra-Turrax' bei 12.000 U/min. dispergiert. 
Nach Zugabe von 12 ml 3%iger Ammoniak-Losung wird 25 
noch 2 Sekunden weiter dispergiert Es folgt die Separation 
und Aufarbeitung analog Beispiel 1. Es werden Magnetpar- 
tikel mit einer TeilchengroBe von 1-4 urn und einem Ma- 
gnetit-Gehalt von 38 Gew.-% erhalten. 

30 

Beispiel 3 

[0052] Eine Suspension bestehend aus 50 ml Ifetrame- 
thoxylsilan und 20 ml 0,3 M HC1 werden fur 5 min. in ei- 
nem Ultraschallbad beschallt. 20 ml des so gewonnenen 35 
Sols, das eine Viskositat von 48 cp aufweist, werden mit 
8 ml des gemaB Beispiel 2 hergestellten Magnetit-Kolloids 
und 2 ml einer 2,5%igen Polyvinylalkohol-Losung (Mol- 
masse = 224.000) vermischt. Die Suspension wird anschlie- 
Bend unter Ruhren (1600 U/min) in 320 ml Hexan, die 40 
0,5 Vol.-% Estol SMO 3685 gelost enthalten, dispergiert. 
Wahrend des Dispergiervorganges werden 10 ml l%ige 
Ammoniaklosung zugefugt, und es wird 4 Sekunden weiter- 
geruhrt. Separation und Aufarbeitung der gewonnenen Ma- 
gnetpartikel erfolgt analog Beispiel 1. Es entstehen Trager 45 
mit einer GrdBe von 80-150 pm und einer durchscrmittli- 
chen PorengroBe von 58 nm. Die abgetrennte Magnetparti- 
kel-Fraktion wird 5-mal mit getrocknetem Toluol nach je- 
weiliger magnetischer Abtrennung gewaschen und anschlie- 
Bend 12 Std. nach Zugabe von 50 ml Ibluol und 0,85 g 3- 50 
Arninopropyitriathoxysilan am RuckfluB gekocht. Die Ma- 
gnetpartikel werden wieder magnetisch abgetrennt und je 3- 
mal mit Toluol und Chloroform nachgewaschen. Es folgt 
mehrstiindige Trocknung im Vakuum. Das amino-modifi- 
zierte Produkt wird anschlieBend mit 6%iger Giutaraldehyd- 55 
Losung in 25 ml 0,1 M Na- Carbonat-Puff er, pH 9.2, fur 3 
Std. bei 35° C umgesetzt. Es wird anschlieBend intensiv mit 
0,1 M Phosphat-Puffer, pH 7.2, nachgewaschen. Die ge- 
wonnenen Aldehyd-funktionalisierten Magnetpartikel wer- 
den in 15 ml 0,1 M Phosphat-Puffer suspendiert. 2 ml der go 
Suspension werden magnetisch abgetrennt und in 2 ml 
0,1 M Phosphat-Puffer, pH 7.2, in dem 1,2 mg Streptavidin 
gelost sind, inkubiert. Nach 6stundiger Reaktion bei 35°C 
wird das Produkt fiinrmal mit Phosphat-Puffer nachgewa- 
schen. Um verbliebene Rest-Aldehydgruppen abzusattigen, 65 
wird das magnetisch abgetrennte Produkt in 5 ml 0,2 M At- 
hanolarnin bei Raumtemperatur iiber einen Zeitraum von 5 
Stunden inkubiert. Die anschlieBend mehrf ach mit Phos- 
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phat-Puffer gewaschenen Magnetpartikel konnen direkt 
nach den bekannten Verfahren zur Bindung biotinylierter 
Nukleinsauren oder biotinylierter Proteine verwendet wer- 
den. 

Paten tan spriic h e 

1. Verfahren zur Herstellung spharischer, magne- 
tischer Silica-Parrikel, dadurch gekennzeichnet, daft 
ein durch saure-katalytische Hydrolyse einer wasseri- 
gen Silan-Dispersion gebildetes Silica-Hydrosol, das 
mit einem magnetischen Kolloid oder Ferrofluid oder 
mit Magnetpartiketn vermischt ist, in einer mit Wasser 
nicht rnischbaren organischen Phase dispergiert und 
wahrend des Dispergiervorganges durch Zugabe einer 
Base vernetzt wird. 

2. Verfahren zur Herstellung magnetischer Siiica-Par- 
tikel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Hydrosol eine Viskositat von 5-500 cp aufweist. 

3. Verfahren zur Herstellung magnetischer Silica-Par- 
tikel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die mit Wasser nicht mischbare organische Phase 0,1 
bis 25 Vol.-% einer oder mehrerer oberflachenaktiven 
Substanz(en) gelost enthalt. 

4. Verfahren zur Herstellung magnetischer Silica-Par- 
tikel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
als organische Phase ein organisches Losungsmittel 
mit einem Verteilungskoefiizienten >2 verwendet wird. 

5. Verfahren zur Herstellung magnetischer Silica-Par- 
tikel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Volumenverhaltnis Sol zu organischer Phase 
1 : 5-1 : 30 betragt. 

6. Verfahren zur Herstellung magnetischer Silica-Par- 
tikel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die waBrige Silan-Dispersion 15-35 VoL-% einer 0,02 
bis 1 molaren Saure enthalt. 

7. Verfahren zur Herstellung magnetischer Siiica-Par- 
tikel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Volumenverhaltnis Silica-Sol zu Magnet- Kolloid 
oder Ferrofluid oder Magnetpartikel 2 : 1—4 : 1 betragt. 

8. Verfahren zur Herstellung magnetischer Silica-Par- 
tikel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Dispergier-Vernetzungsvorgang 1-5 Sek. dauert. 

9. Verfahren zur Herstellung magnetischer Silica-Par- 
tikel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
dem Sol vor dem Dispergiervorgang 1-30 VoL-% einer 
waBrigen Losung eines organischen Polymeren, Poly- 
saccharids oder Proteins zugemischt werden. 

10. Verfahren zur Herstellung magnetischer Silica- 
Partikei gemaB Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB als organisches Polymer Polyvinylalkohol, Dex- 
tran, Starke, Chitosan, Alginat, Ficoll, Polyathyleni- 
min, Polyvinylpyrrolidon, Agarose, Polyacrylsaure, 
Hyaluronsaure, Pectinat oder Alginat verwendet wird. 

11. Verfahren zur Herstellung magnetischer Silica- 
Partikel gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Silica-Partikel nach dem Dispersions- Vemet- 
zungs-ProzeB mit Alkoxysilanen oder substituierten 
Alkylalkoxysilanen umgesetzt werden. 

12. Spharische, magnetische Silica-Partikel mit einer 
TeilchengroBe von 0,5-2000 um und einstellbarer Po- 
rengroBe sowie einstellbarem Magnetgehalt fur die Nu- 
kleinsaure- oder Biomolekiil-Separation, erhaltlich 
durch ein Dispersions- Vernetzungsverfahren eines 
wasserigen Silica-Sols, dadurch gekennzeichnet, daB 
in dem Silica-Partikel ein magnetisches Kolloid oder 
Ferrofluid oder Magnetpartikel homogen iiber das ge- 
samte Partikei verteilt und eingekapselt ist/sind, wobei 
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der Magnet-Festkorperanteil 10-55 Gew.-% bezogen 
auf den Silica- Anteil bctragt 

13. Spharische, magnetische Siiica-Partikel gemaB 
Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB die aus 
dem Silica-Sol geformten Magnetpartikel 2-25 Gew.- 5 
% eines organischen Polymeren, Polysaccharids oder 
Proteins enthalten. 

14. Spharische, magnetische Siiica-Partikel gemaB 
Anspruchen 12 und 13, dadurch gekeonzeicbnet, daB 
die Siiica-Partikel mit einem Alkoxysilan oder einem 10 
substituierten Alkylalkoxysilan der allgemeinen For- 
mel X-(CH2) c -Si-(OR)3, wobei X ein Halogen, Epoxy, 
Cyano-, NH 2 - oder Mercapto-Rest, n = 1—6, R ein Al- 
ky 1-, Trialkysilyl-Rest oder H bedeuten, umgesetzt 
sincL 15 

15. Spharische, magnetische Siiica-Partikel gemaB 
Anspruch 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Siiica-Partikel mit Oligopeptiden, Oligosaccharide^ 
Oligonukleotiden, Polypeptide^ Polynukleotiden, Po- 
lysacchariden, Antikorpern, Antikorper-Fragmenten 20 
oder Enzymen koppelnde Gruppen aufweisen. 

16. Spharische, magnetische Siiica-Partikel gemaB 
Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Epoxy- 
substituierten Sitica-Magnetpartikel mit sekundaren 
oder tertiaren Alkylaininen zu Anionenaustauschem 25 
umgesetzt sind. 

17. Verwendung der spharischen, magnetischen Si- 
iica-Partikel nach einem der Anspriiche 12 bis 16 fur 
die Isolierung oder Analyse von Nukleinsauren, Protei- 
nen, Antikorpern, oder Antikorper-Fragmenten sowie 30 
biotinylierter Nukleinsauren, Proteine, Antikdrper oder 
Antikorper-Fragmente. 
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